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Namen diplomskega dela je pregledati dosežke v zvezi z izločanjem nezaželenih snovi, 
denimo alergenih in toksičnih, iz nekaterih kmetijsko pomembnih rastlin z biotehnološkimi 
postopki.  
 
Spreminjanje lastnosti rastlin je potekalo že od nekdaj. Glavne poljščine, ki smo jih do 
nedavnega uživali, so bile produkt stoletnih in tisočletnih križanj, ki so potekala naključno 
v naravi. Pšenica je po številnih letih naravnega križanja postala že heksaploidna. Tudi 
primerjava današnje in starodavne koruze nam pokaže, da je bila koruza včasih podobna 
plevelu, brez velikih zrn, ki jih poznamo danes. V sodobnem času križanje poteka na 
laboratorijskem polju in ne več naključno v naravi. Kot standardne metode žlahtnjenja so 
bile v primerih izločanja nezaželenih snovi pri kmetijskih rastlinah uporabljene metode 
mutacij in križanj. Te metode so dolgotrajne in drage, potrebno je veliko časa (kar nekaj 
let) in dela, da s križanjem dobimo novo sorto, ki morebiti ustreza zastavljenim ciljem. 
Žlahtnjenje večinoma poteka v smereh izboljšave prehranske vrednosti poljščin, povečanja 
pridelka in odpornosti ter tolerance na določene patogene (Moose in Mumm, 2008). Delajo 
se natančne selekcije in izbor dobrih rastlin z ustreznim genotipom, visokim pridelkom in 
dobrimi agronomskimi lastnostmi. Podobno je tudi pri postopkih z mutacijami, denimo pri 
obsevanju z γ-žarki ali težkimi ioni. Tukaj nastajajo nenadzorovane, spontane mutacije 
naključnih genov, kjer težko izzovemo modifikacijo specifičnega gena (Cabanos in sod., 
2011). Metode zahtevajo veliko časa in dela. Manj uporabne so tudi v primerih več tarčnih 
genov in izločanja alergenih genov iz rastline, saj je pri tem potrebna popolna odstranitev 
gena ali sprememba strukture proteina in ne le njegovo zmanjšano izražanje. Kmetijska 
pridelava vstopa v novo obdobje, obdobje genskega inženiringa in biotehnologije, ki lahko 
delno nadomestita standardne metode žlahtnjenja. V biotehnologiji probleme odstranitve 
nezaželenih lastnosti rešujemo na dva načina, ali z gensko transformacijo (RNAi postopki) 
ali z metodami genomskega preurejanja (meganukleaze, TALEN, ZNF in CRISPR/Cas9 
postopki). Slednje tehnike nam omogočajo modifikacijo oziroma mutacijo specifične 
sekvence v genomu. Ključna stvar za takšne manipulacije so encimi ali nukleaze, ki imajo 
zmožnost specifične vezave na tarčno sekvenco genoma in cepitev tega dela DNA 
vijačnice (Curtin in sod., 2012). 
 
Leta 2000 je bilo po svetu v pridelavi okoli 70 milijonov hektarjev gensko spremenjenih 
poljščin, leta 2015 pa že okoli 180 milijonov. Na tržišču so danes od gensko spremenjenih 
rastlin v uporabi predvsem tiste, ki so odporne na herbicide in žuželke, pri katerih se je 
znatno zmanjšala uporaba fitofarmacevtskih sredstev. Povečala se je produktivnost poljščin 
na enoto površine, študije pa so usmerjene tudi k spreminjanju kakovosti hrane. 
Biosintezne poti rastlin so nam že dobro poznane, zato smo zmožni denimo spreminjati 
razmerja med nasičenimi in nenasičenimi maščobnimi kislinami, da olja postanejo bolj 
zdrava za uživanje ali cvrtje (Stoddard in sod., 2014), ali rižu povečati vsebnost 
provitamina A (Ye in sod., 2000). Gensko spreminjanje in vnos genov v rastline sta 
pomembna tudi s farmacevtskega vidika, saj lahko na ta način proizvajamo številne za 
zdravje človeka pomembne učinkovine, pri čemer se izognemo dragim in okolju 
neprijaznim kemičnim sintezam. Primer je transgeni riž, ki sintetizira encim β-glukozidazo 
za zdravljenje Gaucherjeve bolezni in ga nalaga v endosperm (Luthar, 2016).  
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Veliko študij poteka tudi v smeri področja, ki ga bom v tej nalogi podrobneje opisal, to je 
izločanje toksičnih in nezaželenih snovi iz rastlin, denimo alergenov in toksinov. Število 
ljudi z alergijami je vsako leto višje, zato s pomočjo znanosti iščemo nove rešitve, s 
katerimi bi rastline in hrano pridelano iz rastlin izboljšali, predvsem pa, da bi sebi in 
ljudem z alergijami olajšali življenje. Izogibanje alergenov je za alergike težko, moteče pa 
je tudi nenehno lajšanje simptomov s protialergijskimi zdravili. Biotehnološke metode za 
izboljšanje rastlin so v nalogi uvodoma navedene in opisane ter v nadaljevanju  
predstavljene na konkretnih primerih. Navedene so tudi pomembnejše kmetijske rastline in 
njihove nezaželene substance. Največ primerov izločitev je zbranih s področja tehnologije 
RNAi, novejše biotehnološke metode ZFN, TALEN in CRISPR/Cas9 pa so s podobnimi 
primeri predstavljene kot tehnologije prihodnosti, saj zaradi njihovih boljših lastnosti lahko 
pričakujemo, da bodo nadomestile RNAi tehnologijo 
 
 
2 PREGLED IN OPIS BIOTEHNOLOŠKIH METOD 
2.1 RNA INTERFERENCA (RNAi) 
Tako imenujemo proces v celici, pri katerem kratke RNA molekule inhibirajo izražanje 
nekega gena, tako da degradirajo specifične mRNA molekule. Izraz RNA interferenca so 
prvič uporabili pri nematodi Caenorhabditis elegans, ki so ji vbrizgali dsRNA in ugotovili, 
da je to povzročilo utišanje nekaterih genov (Fire, 1999). Za to delo sta Andrew Fire in 
Craig C. Mello (2006) dobila Nobelovo nagrado. RNAi so opazovali pri večjem številu 
organizmov, med njimi tudi pri nekaterih insektih (Kennerdell in Carthew 1998, cit. po 
Elbashir in sod., 2000 in miših (Svoboda in sod., 2000, cit. po Elbashir in sod., 2000). 
Proces imenujemo tudi RNA silencing ali utišanje gena z RNAi. Tukaj DNA ostaja 
nespremenjena, manipuliramo samo z RNA molekulami, za razliko od metod ZNF, 
TALEN in CRISPR. Mehanizem so organizmi razvili za omejitev infekcij in škode v 
genomu, ki jo povzročajo invazije virusov. 
Mehanizem delovanja RNAi je sledeč (Agrawal in sod., 2003). Prisotnost dsRNA v 
celičnem jedru povzroči aktivacijo endonukleaznega encima DICER. Ta encim se veže z 
dsRNA in jo cepi na 21 ali 22 nukleotidov kratke RNA molekule, imenovane siRNA, 
miRNA in piRNAs. Nastale siRNA molekule se zaradi posledice delovanja encima DICER 
ločijo v enojne vijačnice. Ostane samo vodilna veriga, druga pa se razgradi. Nastale 
enovijačne siRNA se integrirajo v kompleks imenovan RISC. Glavna proteina v 
kompleksu RISC sta argonaut in slicer. Bazni pari siRNA molekule se skupaj s 
kompleksom RISC vežejo na ciljno mRNA molekulo in ji onemogočijo delovanje, tako da 
jo prekinejo na določenem mestu. Proces lahko poteka na dva načina: TGS (ang. 
transcriptional gene silencing), kjer preprečimo, da pride do transkripcije in PTGS (ang. 
post-transcriptional gene silencing), kjer preprečimo translacijo v protein. V celico oziroma 
organizem se vnese v laboratoriju sklonirana RNAi kaseta, ki po prepisu zaradi 
komplementarnosti tvori dvoverižno dsRNA, ki vsebuje zaporedje komplementarno ciljni 
mRNA, s katero hočemo manipulirati. Ta dsRNA bo nato sprožila zgoraj opisani proces 
RNAi. Pri rastlinah je vnos v celice najpogosteje izveden z gensko transformacijo z 
bakterijo Agrobacterium tumefaciens. 
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Kljub dejstvu, da je znanstvenikom z metodo RNAi uspelo doseči kar nekaj prepričljivih 
rezultatov, ima nekaj pomanjkljivosti. RNAi molekule velikokrat ne delujejo tarčno 
specifično, so večkrat neučinkovite, in občasno tudi toksične. Metoda je draga in ima 
omejeno rabo v določenih organizmih (Kim in Rossi, 2008). 
 
 
Slika 1: Shema delovanja RNA interference (Shrinsky, cit. po Glossary ..., 2017) 
 
2.2 TALEN METODA 
TALEN je okrajšava za proteine, ki so jih odkrili pri bakterijah (Boch in Bonas, 2010). Gre 
za restrikcijske encime, ki jih bakterije iz rodu Xanthomonas in Ralstonia izločijo v 
rastline, katere napadajo in okužijo z namenom spreminjanja in reguliranja gostiteljeve 
DNA vijačnice. TALEN proteine je možno preurediti v specifične DNA vezavne proteine, 
s katerimi lahko cepimo specifični del DNA. TALEN je sestavljen iz dveh delov. Prvi del 
je DNA vezavna domena, ki je sestavljena iz tesno povezanih 33-34 AK, med katerimi sta 
AK 12 in 13 divergentni. Poznani sta kot Repeat Variable Diresidue (RVD). AK 12 in 13 
spreminjamo in s tem uravnavamo, kakšno zaporedje bo TALEN prepoznal. Prepoznavna 
sekvenca mora biti dolga od 30 do 40 bp. Drugi del je funkcijska domena, ki sestoji iz 
nukleaze FokI, katere funkcija je cepitev DNA verige na mestu prepoznave. Ciljanje na 
multiple gene hkrati je težko, bialelne mutacije pa so izvedljive. Omenjeno nukleazo 
najdemo v naravi v nekaterih flavobakterijah, vendar so jo znanstveniki izolirali za 
uporabo v biotehnologiji (Durai in sod., 2005). Nukleaza mora biti na sredini TAL 
efektorjev, drugače do cepitve DNA ne pride. TAL efektorji morajo tvoriti dimerno obliko.  
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Slika 2: TALEN konstrukt (Genecopoeia ..., 2016) 
 
Po delovanju nukleaze bodo na mestu cepitve nastali topi ali lepljivi konci verige. 
Popravljalni mehanizmi bodo po cepitvi delovali na dva načina. Pri prvem s pomočjo DNA 
ligaze zlepijo oba dela dvojne vijačnice z nehomologno rekombinacijo. V tem primeru bo 
gen postal neaktiven zaradi delecij in insercij baznih parov na mestih cepitve. Drugi način 
je homologna rekombinacija, pri kateri celica uporabi sestrski kromosom kot osnovo za 
popravilo DNA. Kot osnovo za popravilo pa lahko na mesto pretrganja vstavimo tudi 
korekcijsko oziroma donorsko DNA, ki se nato s pomočjo celičnih popravljalnih 
mehanizmov in DNA ligaze vgradi v zapis. V primeru, da se v celico poleg TALEN vstavi 
tudi korekcijska DNA, mora biti ta enaka kot prvotno DNA zaporedje, le da se razlikuje na 
mestu, kjer želimo povzročiti mutacijo. Sekvenca, ki jo želimo vnesti, mora biti homologna 
novonastali DNA. Celice z mutacijo nato pregledamo z različnimi molekularnimi 





Slika 3: Popravljalni mehanizmi DNA (Curay in sod., 2014) 
Po nukleazni cepitvi DNA bodo popravljalni mehanizmi prelom popravili z nehomologno 
rekombinacijo (NHEJ), kar bo pripeljalo do tarčne mutacije ali s pomočjo homologne 
rekombinacije (HDR), pri kateri bo osnova za popravilo sestrski kromosom ali donorska 
(korekcijska) DNA. TALEN se je izkazal za učinkovito metodo pri rižu (Oryza sativa), 
tobaku (Nicotina sativa), navadnem repnjakovcu (Arabidopsis thaliana), paradižniku 
(Solanum. Lycopersicum), soji (Glycine Max) in drugih rastlinah. Znanstvenikom je 
uspelo oblikovati tudi takšen TALEN, s katerim lahko zavirajo ali aktivirajo izražanje 
genov (Curtin in sod., 2012). 
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2.3 NUKLEAZE CINKOVIH PRSTOV (ZFN) 
Ta tehnologija temelji na umetno skonstruiranih restrikcijskih endonukleazah, ki so 
poljubno preurejene za naš cilj in namen (Gaj in sod., 2013). Njihov namen je restrikcija 
DNA na specifičnih zaporedjih. Ime cinkov prst izhaja iz proteina, ki vsebuje cinkov ion. 
Cink ima v proteinu ključno vlogo, saj orientira njegovo zvijanje in strukturo. Prvi uspešen 
poskus tarčne mutageneze z ZFN je bil izveden leta 2002 in leta 2003 beležimo prvi 
uspešen poskus zamenjave tarčnega gena. Nukleaze cinkovih prstov so sestavljene iz dveh 
domen. DNA vezavna domena oziroma domena cinkovih prstov je sestavljena iz približno 
30 AK enot in cinkovega iona. Druga domena je cepitvena oziroma nukleazna domena, ki 
cepi DNA na prepoznanem mestu.  
Nukleazna domena je restrikcijski encim FokI, ki je bil najden v flavobakterijah. ZFN  
uspešno deluje samo v paru. To pomeni, da bo do cepitve DNA prišlo le, če bosta obe 
nukleazni podenoti FokI tvorili dimerno obliko in DNA obdali z obeh strani (Bitinaite in 
sod., 1998, cit. po Gaj in sod., 2013; Smith in sod., 2000, cit. po Gaj in sod., 2013). Ob 
restrikciji DNA se bodo sprožili popravljalni mehanizmi celice, ki bodo dvojni prelom 
popravili s homologno rekombinacijo ali pa z nehomolognim zleplanjem koncev (enako 
kot zgoraj pri TALEN). Posledično bo tam nastala mestno specifična modifikacija enega 
ali več baznih parov, insercija ali delecija, zato bo gen neaktiven (Curtin in sod., 2012). Za 
ZFN nukleaze je znano, da večkrat delujejo netarčno (Gaj in sod., 2013). Prepoznavna 
sekvenca mora biti dolga od 18 do 16 bp. Z njimi je prav tako težje ciljati na multiple gene 
hkrati, bialelne mutacije pa so izvedljive. 
 
 
Slika 4: Nukleaze cinkovih prstov (ZFN) (Labomics ..., 2017) 
 
ZFN kompleksi so lahko v celico vnešeni kot mRNA, ki kodira kompleks ZFN, kot 
direkten vnos proteina v celico ter preko predhodno skonstruiranega plazmidnega vektorja, 
kar je najpogostejši način vnosa (Fonfara in sod., 2012). Lahko so vnešeni skupaj z osnovo 
ali brez osnove za popravljanje sekvence. Če osnove ni, bodo popravljalni mehanizmi 
prelom DNA popravili na enak način, kot je opisano pri metodi TALEN. ZFN so se 
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2.4 CRISPR/Cas9 METODA 
 
CRISPR metoda je najnovejša  metoda, s katero je možno izvajati genomsko preurejanje v 
živalskih, rastlinskih in bakterijskih celicah. Z njo lahko izvajamo gensko izbijanje oz. 
delecijo gena, genski knockdown oz. utišanje gena (ang. gene silencing). Gen lahko tudi 
aktiviramo, da se prične izražati. Metoda postaja vodilna metoda za genomsko preurejanje. 
Pri preučevanju bakterijskega genoma so že pred leti ugotovili, da je to nekakšen naravni 
imunski sistem, ki ga uporabljajo bakterije in arheje, da se ubranijo infekcij z virusi, tako 
da uničijo njihovo DNA, kar jim onemogoči delovanje (Barrangou in sod., 2007). Ta 
obrambna pot ima več korakov (Belhaj in sod. 2015). Najprej mora bakterija zaznati 
prisotnost virusne DNA. Nato se kratki segmenti napadajoče (virusne) DNA vgradijo v 
CRISPR lokus na DNA bakterije, kar kasneje služi kot molekularni spomin za odpornost 
ob ponovnem napadu. Sledi transkripcija iz CRISPR lokusa na crRNA. crRNA se združi z 
nekodirajočo tracrRNA (ang. trans-activating crRNA) in nastane kompleks, ki mu rečemo 
gRNA (ang. guide RNA, oziroma vodilna RNA). Ta gRNA vsebuje zapis okoli 20 bp, ki je 
komplementaren določeni sekvenci na virusni DNA. gRNA se nato pripne na Cas9 protein 
in ga vodi do te sekvence na virusni DNA, ki jo nato prereže, ker cepi fosfodiestrske vezi v 
vijačnici. Za genomsko preurejanje se uporablja Cas9, ki je bil nekoliko modificiran. 
Metoda je v primerjavi z ostalimi najzanesljivejša, predvidljiva, najenostavnejša in 
najcenejša. Z njo so hkratne manipulacije multiplih genov lažje izvedljive. Tudi konstrukti 
ZNF ali TALE proteinov z efektorjevo domeno nam ponujajo dobre možnosti manipulacije 
s tarčnimi geni. Vendar pa je izdelava konstrukta zelo draga in časovno potratna, problemi 
pa se pojavijo tudi zaradi ponavljajoče se narave ZNF in TALEN proteinov. Zato je 
proteinsko banko za nek genom tukaj težje izpopolniti.  
2.4.1 Protein Cas9  
Cas9 je protein (ang. crisper associated protein 9) oziroma encim, velik okoli 160 kDA, ki 
ga vodi in usmerja gRNA (Li in sod., 2016). Ima sposobnost cepitve DNA točno na 
sekvenci, ki se ujema s sekvenco na gRNK. Z enim samim Cas9 proteinom lahko cepimo 
poljubni del DNA, tako da menjamo prepoznavno sekvenco na gRNA. Pri tem je 
pomembno prepoznavanje PAM sekvence (protospacer adjacent motif), na katero se mora 
sekvenca 20bp na gRNA pripeti. Cepitev se zgodi bp od PAM sekvence. Po cepitvi DNA 
bodo popravljalni mehanizmi v genomu prelom DNA popravili enako, kot je opisano pri 
metodi TALEN. V laboratoriju so danes že sposobni sintetizirati poljubno verigo gRNA 
(Jinek in sod. 2012, cit. po Li in sod., 2016). Manipuliramo lahko z geni, ki se izražajo, 
prav tako pa tudi z geni, ki se ne izražajo. Največkrat uporabljen Cas9 protein je izoliran iz 
bakterije Streptococcus pyogenes, uporabljajo pa se tudi proteini izolirani iz Streptococcus 
thermophilus in Neisseria meningitidis. CRISPR tehnologijo lahko uporabljamo tudi za 
manipulacijo več željenih genov hkrati. 
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Slika 5: Cas9 encim (UCL ..., 2017). 
 
2.4.1 CRISPR interferenca 
Z modifikaijo Cas9 encima lahko tarčni gen utišamo, oziroma preprečimo njegovo 
izražanje, lahko pa gen tudi aktiviramo. Metodo imenujemo CRISPR interferenca 
(CRISPRi). To so uspeli narediti s tarčno modifikacijo dveh domen (aminokislin) Cas9 
encima, kar je povzročilo inaktivacijo katalitične endonukleazne aktivnosti encima Cas9 
(Jinek in sod., 2012, cit. po Li in sod., 2016). Postopek aplikacije spremenjenega ecima 
Cas9 z gRNA je bil enak kot pri standardni, le da v tem primeru ni prišlo do delecije gena, 
ampak se je gen prenehal izražati (preprečena transkripcija). Cas9 encim so modificirali 





Slika 6: CRISPR interferenca; inaktiviran Cas9 z represorjem onemogoči transkripcijo gena (leva slika); 
inaktiviran Cas9 z aktivatorjem omogoči transkripcijo gena (desna slika) (Pennisi, 2013). 
3 KRATKO O ALERGIJAH IN ALERGENIH 
Znano je, da se preobčutljivost na določene snovi v hrani iz leta v leto povečuje (Wheatley, 
2015). Vedno več ljudi je alergičnih na hrano, cvetni prah, pršice in drugo oziroma ta pojav 
spremljamo v večji meri kot nekoč. Raziskave Evropske akademije za alergologijo in 
klinično imunologijo (EAACI) leta 2013 so pokazale, da je kar 17 milijonov prebivalcev 
Evrope alergičnih na vsaj eno živilo oziroma hrano. Alergija pomeni biti preobčutljiv na 
neko snov, ki v telesu sproži alergijske reakcije. Okoli 20 % ljudi ima alergijski rinitis in 
vsaj 6 % alergijo na vsaj eno hrano. To snov večina ljudi normalno prenese. Alergija 
nastane zaradi napake imunskega sistema, ki dojema neko snov kot tujek in posledično 
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sproži alergijsko reakcijo v telesu. V človeškem telesu imamo kar nekaj obrambnih celic, 
med njimi tudi mastocite. Te celice se nahajajo v velikem številu v tkivu in sluznicah, 
njihova naloga pa je izločanje histamina. Posledica izločanja histamina je širitev krvnih žil, 
otekanje sluznice, srbečica in bronhokonstrikcija. Najpogostejša alergijska obolenja so 
astma, alergijski rinitis, srbečica, rdečica in izpuščaji na koži, v hujših primerih 
anafilaktična reakcija, ki lahko vodi tudi v smrt. Vzroki za preobčutljivost še niso 
popolnoma znani, vemo pa, da je zagotovo povezana z nezdravim načinom življenja, 
nezdravo prehrano in dednostjo.  
 
Danes na tržišču obstaja že veliko zdravil, ki preprečujejo ali olajšujejo alergijske reakcije. 
Kljub temu je osnova zdravljenja vseh alergijskih bolezni izogibanje alergenu. Največje 
težave povzročajo alergije na hrano, saj tudi živila, na katera nismo alergični, lahko 
vsebujejo sledi alergenov in v primeru zaužitja se sproži alergijska reakcija. Zato se 
znanstveniki vedno več ukvarjajo z izločanjem alergenov iz rastlin, hrane in ostalih 
predelanih živil. To se izvaja s procesiranjem hrane in vedno pogosteje z izločanjem 
alergenov na genski ravni. 
 
4 NEZAŽELENE SNOVI V RASTLINAH 
Rastline so kompleksni organizmi s številnimi makro in mikro molekulami, ki so vrstno 
specifične, denimo proteini, glikozidi, alkaloidi, aminokisline in druge. Razvrščamo jih po 
njihovi strukturni, biokemijski ter imunološki funkciji. Spadajo v družino prolamina, 
cupina in cisteina. V žitih in stročnicah je večina alergenov povezanih z rastlinsko 
patogenezo, sodelujejo v biokemijskih reakcijah, lahko pa gre tudi za semenske skladiščne 
proteine. Namen diplomske naloge je pregledati dosežke v zvezi z izločanjem nezaželenih 
snovi, denimo alergenih in toksičnih, iz nekaterih kmetijsko pomembnih vrst rastlin za 
prehrano in drugo uporabo. Mednje sodijo pšenica, soja, paradižnik, koruza, krompir, riž, 
arašidi in druge. Snovi so lahko alergene, kot so na primer gluten pri pšenici ali profilin pri 
paradižniku in različni proteini v arašidu. Snovi pa so lahko tako nezaželene kot toksične, 
kljub temu da niso alergene (nikotin pri tobakovcu, solanin pri krompirju, cianogeni 
glikozidi pri manioki). Zaradi vsebnosti teh snovi smo se ljudje s časom takšne hrane 
pričeli izogibati ali pa jo procesiramo na določen način, ki toksičnost zmanjša. V ta namen 
se izvaja kemično in biokemično procesiranje z uporabo encimov (proteaze, oksidaze) in 
fizično procesiranje (temperaturna obdelava, ekstrakcija). Na tržišču obstaja že široka 
ponudba izdelkov za ljudi z alergijami in slabo toleranco na določeno spojino v hrani. Z 
novejšo tehnologijo imamo možnost, da k reševanju problema pristopimo tudi drugače – z 
inaktivacijo nezaželenih snovi na fizični in kemični ravni (predvsem z RNA interferenco) 
ter na genetski ravni (genomsko preurejanje z metodami CRISPR, TALEN, ZFN). Če ne 
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Preglednica 1: Nezaželjene snovi v rastlinah divjega tipa (Morandini in sod., 2010). 
 
Slovensko ime Latinsko ime Toksična substanca Učinek Doza/vsebnost 




stramonium Alkaloidi (atropin) Strupen 
100 semen / 0,1 mg na 
seme 




sodomeum Solanin, solanidin 
Zdravju 
škodljiv 30 mg/kr 
Ricin Ricinus communis Ricin Strupen Polovica semena 
Vrste paprik Capsicum spp. Kapsiacin Strupen /0-2 mg/kg 
Paradižnik 
Solanum 
lycopersicum Tomatin Strupen   
Krompir 
Solanum 
tuberosum Solanin Strupen /3-6 mg/kg 
Manioka Manihot esculenta Cianogeni glikozidi Paraliza / 15-400 mg HCN/kg 
Soja Glycine max 
Proteazni in amilazni 
inhibitorji 
Zdravju 
škodljiv   
Mandljevec Prunus dulcis Cianogeni glikozidi Strupen 20 semen / 29 mg/kg 
Zelje Brassica oleracea Glukozinolati 
Zdravju 





hepatotoksičen /0,3-3 mg/kg 
Navadni grahor Lathyrus sativus 
Oksalil-diamino 
propiponska kislina Nevrotoksičen 0,3-3,2% 
Limski fižol Phaseolus lunatus Cianogeni glikozidi Strupen / 2-3 mg HCN/kg 
Vrtni mak 
Papaver 
somniferum Morfij Strupen 100 mg / 10 mg/g 
Bambus Several species Cianogeni glikozidi 
Zdravju 
škodljiv / 1-8 g HCN/kg 
 
 
Kot vidimo, se s temi rastlinami v vsakdanjem življenju kar pogosto srečujemo. Vsebujejo 
različne toksine, ki so zdravju škodljivi in v večjih količinah lahko tudi letalni. Nekatere 
izmed njih vsebujejo tudi alergene, vendar v tej tabeli niso navedeni. 
 
 
5 PRIMER IZLOČITVE Z MUTACIJO 
Že v prejšnjem stoletju je bilo dokazano, da X-žarki, γ-žarki in podobna druga obsevanja 
povzročajo genske mutacije. Za tisti čas so bila to velika odkritja, saj biotehnologije še ni 
bila tako napredna, kot je danes. Učinke X-žarkov in γ-žarkov opazovali že v prejšnjem 
stoletju pri vinski mušici (Muller, 1927, cit po Cabanos in sod., 2011) ter ječmenu in 
koruzi (Stadler, 1928, 1944, cit po Cabanos in sod., 2011). Kakorkoli, te metode so proti 
današnjim zelo neuspešne. Povzročijo veliko naključnih in nezaželenih mutacij, pri njih 
težko delujemo na specifično regijo v genomu. Slednje je nato potrebno selekcionirati in 
skozi generacije izločiti, zaželene pa izolirati, kar je časovno zelo zamudno.  
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5.1  ZMANJŠANJE GLAVNIH ALERGENOV PRI ARAŠIDU Z OBSEVANJEM S 
TEŽKIMI IONI 
Leta 2011 so na Kyoto univerzi na Japonskem naredili uspešen poskus zmanjšanja 
alergenov pri arašidu z radiacijo s težkimi ioni N ali C (Cabanos in sod., 2011). Radiacija s 
težkimi ioni je ena izmed učinkovitejših tehnik za gensko manipulacijo. Žarki imajo kratko 
valovno dolžino in visoko energijo, zato lahko prodrejo v genom ter povzročijo cepitev 
DNA, gensko izbijanje, bazne substitucije in delecije. Za doseganje istega namena se 
uporabljajo tudi X-žarki in γ-žarki ter tretiranje s kemičnimi mutagenimi snovmi (etil 
metansulfonat), vendar so bile metode s težkimi ioni uspešnejše. Za poskus so vzeli več 
tisoč suhih semen arašidov različnih japonskih sort, ki so jih obsevali z različnimi jakostmi 
0, 12;5, 25, 50, 75, 100 in 150 Gy (ang. gray unit). Obsevane arašide so posadili, spravili 
semena, jih posušili in nato testirali. Rezultati so pokazali, da se s povečevanjem jakosti 
radiacije poveča tudi možnost za mutacije, predvsem pa količina mutacij, vendar se pri 
radiaciji nad 100 Gy močno zmanjša kaljivost semena. V nekaterih primerih jim je uspelo 
zmanjšati izražanje kot tudi inaktivirati gen pri treh glavnih alergenih proteinih Ara h 1, 
Ara h 2, in Ara h 3. 
 
6 PRIMERI UTIŠANJA IZRAŽANJA GENOV Z RNAi METODO 
 
6.1 IZLOČITEV GLAVNEGA ALERGENA SOJE 
Soja spada v družino metuljnic in je ena izmed rastlin z največjo vsebnostjo maščobnih olj 
in proteinov z dobrim aminokislinskim profilom. Zaradi nizke cene, hranilne vrednosti in 
dokaj nezahtevne pridelave je soja postala ena izmed najpomembnejših rastlin za človeško 
prehrano. Vendar pa je soja na seznamu alergenih rastlin pri vrhu. Kar 90 % alergijskih 
reakcij posredovanih s protitelesi IgE nastane zaradi soje (Hafle in sod., 1996, cit. po Liu 
in sod., 2013). Vsebuje vsaj 16 alergenih proteinov, večji povzročitelji alergijskih reakcij 
pa so trije, med njimi Gly m BD 30K. 
Z RNAi metodo so uspešno utišali gen, ki kodira najpogostejši alergeni protein v soji, GLy 
m BD 30k. 395 bp dolga RNAi kaseta je bila v genom soje vnešena s pomočjo 
transformacije z bakterijo Agrobacterium tumefaciens (Liu in sod., 2013). Semena divjega 
tipa in semena z RNAi kaseto so nato gojili in opazovali kaljivost, morfološke značilnosti 
in kakršnekoli druge razlike obeh linij. Kultiviranje obeh linij je seveda potekalo pod 
enakimi pogoji. Večjih sprememb med linijama ni bilo. Uspešnost vnosa RNAi kasete je 
bila preverjena s PCR in Southern analizama, ki preferenčno pomnožita mutirane DNA 
sekvence. Postopek utišanja gena je bila uspešna, saj se je količina Gly m proteina znatno 
zmanjšala. Zmanjšan je bil tudi alergijski odziv pacientov pri testiranju. 
 
6.2 IZLOČITEV GLAVNIH ALERGENOV PARADIŽNIKA 
Paradižnik je trajnica iz družine razhudnikovk in priljubljena vrtnina marsikje po svetu. 
Vsebuje veliko vlaknin, vitaminov in mineralov. Vendar pa poleg koristnih snovi vsebuje 
tudi protein profilin, ki je pogost alergen. Profilin je monomerni protein, ki ga najdemo v 
Čufer S. Izločanje nezaželenih snovi v kmetijskih rastlinah z biotehnološkimi postopki.                            




skoraj vseh evkariontskih celicah, v večjih količinah pa v paradižniku. Alergija na profilin 
se pogosto pojavlja pri ljudeh, ki so alergični tudi na cvetni prah. Profilin se v paradižniku 
nahaja v proteinih različnih oblik, imenovanih Lyc e 1, 2 in 3. Z RNAi metodo so skušali 
utišati izražanje gena, ki kodira najpogostejši alergeni protein v paradižniku, Lyc 3, in nato 
testirali njegovo zmanjšanje z in vitro ter in vivo postopki (Lorenz in sod., 2006). In vivo 
test so naredili na prostovoljcih s kožnim testom (ang. skin prick test) na podlahti. Kožni 
test je bil opravljen z ekstraktom paradižnika divjega tipa kot tudi z ekstraktom 
transgenega paradižnika. Kožni testi so bili izvedeni s postopki, ki jih določa Evropska 
akademija za alergologijo in klinično imunologijo. Prisotnost Lyc e 3 proteina je bila 
preverjena tudi s specifičnim zajčjim serumom, ki je reagiral s proteinom iz ekstrakta iz 
divjega tipa, ni pa reagiral s proteinom iz transgenih linij. Ta podatek nam pokaže, da je bil 
gen uspešno utišan, saj se pri transgenih linijah ni izražal. Opazovali so tudi heritabilnost in 
količino Lyc e 3 proteina v naslednjih generacijah rastlin. V prvi in drugi generaciji 
transgenih linij ni bilo sprememb glede na alergenost, prav tako je bila normalna tudi rast. 
Podobna študija je bila opravljena s proteinom Lyc e 1 (Le in sod. 2006). Tudi tukaj je bil 
gen uspešno utišan in dobili so rastline z zmanjšano količino alergena, vendar so imele 
rastline v tem primeru motnje v rasti, zakasnjeno cvetenje in zelo majhno količino plodov.  
 




6.3 NEALERGENO JABOLKO  
Jabolko je vsekakor eno izmed najbolj prodajanih in razširjenih vrst sadja po svetu, vendar 
številnim ljudem povzroča alergije. Alergijska reakcija je povzročena z IgE posredovano 
križno reakcijo med alergeni cvetnega prahu (Bet v 1, 2) in alergenimi proteini iz jabolka 
(Mal d 1, 4), kar pomeni, da je reakcija tesno povezana z alergijo na cvetni prah (Bohle in 
sod., 2003, cit. po Schenk, 2008; Fritsch in sod., 1998, cit. po Schenk, 2008). Ugotovljeno 
je bilo, da koncentracija alergenov variira pri številnih rastlinah, kot so jablane, breskve, 
nektarine in arašidovci. Z dolgotrajnim selektivnim križanjem manj alergenih kultivarjev 
jablane so pridobili skoraj popolnoma nealergeno jabolko, imenovano Santana. Odobreno 
je bilo za prodajo v številnih trgovinah na Nizozemskem skupaj z deklaracijo za 
uporabnike, ki je vsebovala podatke in obrazložitev o nealergenem jabolku. Poleg tega so 
uporabnike naprošali, da po zaužitju izpolnijo anketo in jabolko ocenijo. Več kot polovica 
uporabnikov po zaužitju alergijskih odzivov ni imela, pri uporabnikih, ki so imeli odzive, 
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pa so bili le ti blagi, skoraj nevredni omembe. Le 3 % uporabnikov je moralo po zaužitju 
zaradi alergijskega odziva vzeti zdravilo. Jabolko Santana je bilo sprejeto kot varno za 
uživanje pri ljudeh s srednje močno alergijo na jabolko (Kootstra in sod., 2008, cit. po 
Schenk, 2008). 
Nealergeno jablano so uspeli vzgojiti tudi z RNAi metodo, z utišanjem izražanja gena Mal 
d 1, ki je hitrejša in enostavnejša pot do nealergenih rastlin (Gilissen in sod., 2005, cit. po 
Schenk, 2008). Vendar so se tukaj pojavile razne težave zaradi družbene nesprejemljivosti 
GSO, zato takšna jabolka za prodajo niso bila sprejeta. 
 
 
6.4 VZGOJA TRANSGENIH LINIJ RIŽA Z ZMANJŠANO VSEBNOSTJO   
POTENCIALNIH ALERGENOV S KOMBINACIJO RAZLIČNIH METOD 
Riž je ena najbolj razširjenih žitaric iz družine Poaceae, saj ga uživa več kot polovica 
svetovne populacije, še posebno popularen je v severni in vzhodni Aziji. Ima izredno 
bogato prehransko vrednost, saj vsebuje vsa makrohranila (beljakovine, vlaknine, 
ogljikove hidrate) razen maščob in mikrohranila (vitamine in minerale). Poleg vseh 
omenjenih koristnih stvari pa vsebuje tudi kar nekaj proteinov, ki lahko povzročijo 
alergijsko reakcijo pri ljudeh. Urisu in sod. (1991, cit. po Wakasa in sod., 2011) navajajo, 
da so znaki ponavadi atopični dermatitis in astma.  
Wakasa in sod. (2011) v navajajo, da so glavni proteini, ki povzročajo alergije, α-
amilaza/tripsin ihibitor (14-16 kDa), α-globulin (26 kDa) in β-glioksalaza (33kDa) na 
podlagi prepoznave z IgE pri pacientih z alergijo na hrano (Matusda in sod., 2006, cit. po 
Wakasa in sod., 2011). Ker 26 kDa in 33 kDa alergen kodira ena sama kopija gena, so za 
njiju že prej lahko našli ničelni mutant in se jima na ta način izognili. Problem pa je, da 14-
16 kDa alergene kodira več genov hkrati, zato je odstranitev teh alergenov težja. Z 
ničelnim mutantom so jih uspeli zmanjšati le na 20 % (Tada in sod., 1996, cit. po Wakasa 
in sod., 2011). Za odstranitev vseh treh alergenov hkrati so uporabili kombinacijo 
ničelnega mutanta najbolj razširjenega japonskega kultivarja »Koshihikari« in RNAi 
tehnologije. Binarni vektor z dvema RNAi kasetama za utišanje 14-16 kDa in 33 kDa gena 
je bil vnešen z A. tumefaciens. Po rasti novih transgenih linij riža so iz semen naredili 
ekstrakcijo proteinov ter z njo testirali morebitno alergijsko reakcijo s pomočjo IgE seruma 
pacientov. Prav tako so naredili analizo proteinov v transgenem rižu. Metoda je bila dokaj 
uspešna, saj so uspeli zmanjšati količino treh glavnih alergenov skoraj na nično vrednost. 
Problem je, da tudi majhna količina alergena lahko sproži alergijsko reakcijo, pacienti pa 
so lahko alergični tudi na katerega izmed drugih proteinov v rižu. Tako pridobljen riž ni bil 
sposoben normalno rasti in tvoriti vegetativnih tkiv, zato popolna odsotnost prej omenjenih 
alergenih genov ni zaželena. Za izboljšave in odkrivanje novih alergenih komponent riža 
so potrebne še nadaljnje raziskave. 
 
Riž z nizko vsebnostjo alergenov so uspeli narediti tudi na Japonskem z metodo encimske 
razgradnje in alkalne hidrolize alergenov (Watanabe in sod., 1990, cit. po Wakasa in sod., 
2011). Na Japonskem je znanstvenikom podobno uspelo tudi z RNAi tehnologijo 
(Kurokawa in sod., 2014, cit. po Wakasa in sod., 2011). Znižali so količino prav tako 
alergenih, skladiščnih proteinov 13-kDa, prolamina in glutaina. 
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6.5 IZLOČITEV ALERGENOV IZ LJULKE 
Pomlad in poletje sta zaradi cvetenja trav za marsikoga neprijetna, saj je takrat v zraku 
največ cvetnega prahu (Bhalla in sod., 1999). Posebno problematično pa je travinje. 
(Wuthrich in sod., 1989, cit. po Bhalla, 1999) so ugotovili, da cvetni prah trav povzroča 
težave kar 20 % populacije na območjih s hladnejšo klimo. Med njimi je najbolj 
problematična ljulka, saj proizvede velike količine cvetnega prahu. Večja proteina, ki 
povzročata alergijske reakcije, sta Lol p1 in Lol p5. Proteina sta bila prepoznana z IgE pri 
kar 90 % pacientov, ki so alergični na trave. Vendar so raziskave pokazale, da je glavni 
povzročitelj protein Lol p5. Za utišanje gena so uporabili kombinacijo RNAi metode z 
obstreljevanjem z delci zlata. Uspelo jim je zmanjšati izražanje gena Lol p5. Pri reakciji na 
cvetni prah transgene rastline alergijskega odziva ni bilo, kar kaže da je bil gen uspešno 
utišan. Transgene rastline so proizvajale tudi fertilen cvetni prah. Uspešnost poskusa je bila 
potrjena na genotipskem in fenotipskem nivoju. 
 
6.6 ZNIŽANJE ALERGENOSTI PŠENIČNEGA GLUTENA 
Pšenica je najbolj razširjeno žito na svetu, je vir ogljikovih hidratov, beljakovin, vitaminov 
in mineralov. Kar 80 % beljakovin (prolamin) v pšenici so beljakovine glutena (Altenbach 
in sod., 2013). Gluten z vodo daje lepljivo zmes, koagulira pri peki in daje kruhu prožnost. 
Vedno več ljudi po svetu pa je nanj alergičnih oziroma glutena ne tolerira. Blagi simptomi 
alergije se kažejo kot pomanjkanje energije, slaba prebava, napihnjenost, kožni izpuščaji, 
težave s sklepi itd. Najhujša oblika alergije je celiakija. To je avtoimuna, kronična, dedna 
bolezen prebavil, pri kateri je prebavni trakt izjemno občutljiv na gluten, saj lahko 
poškoduje sluznico tankega črevesja in s tem moti absorbcijo drugih hranilnih snovi.  
 
V pšenici je okoli 100 različnih proteinov, ki so razvrščeni v štiri večje skupine: α-, β-, γ- 
in ω-gladini. Proteini v vsaki izmed skupin so med seboj tesno povezani. Cilj je bil z RNAi 
postopki utišati ω-5 gladine in s tem zmanjšati alergenost glutena ter obenem ohraniti 
funkcionalne lastnosti žita ter moke (Humanes in sod., 2008). RNAi konstrukt je bil 
apliciran v večje število linij, ki so bile nato samooprašene za doseganje homozigotnosti. 
Za nadaljnje študije so bile izbrane štiri najbolj ustrezne homozigotne linije, med katerimi 
sta dve liniji pokazali več kot 80-odstotno zmanjšanje ω-5 gladinov. Ob tem so se ostali 
proteini glutena spremenili le malo, vendar pa so kljub temu lahko motene nekatere 
pomembne rastlinske fiziološke funkcije. Ugotovili so tudi, da isti RNAi konstrukt lahko 
deluje različno na proteom pšeničnega zrna zaradi slabše specifičnosti metode. Na tem 
področju bo potrebno narediti še nadaljnje študije, mogoče z eno izmed metod za izzvano 
tarčno mutagenezo z bolj specifičnim delovanjem. 
 
 
6.7 MANIOKA BREZ TOKSIČNIH GLIKOZIDOV 
Manioka (Manihot esculenta) oziroma kasava je dokaj pogosto živilo, takoj za pšenico, 
rižem in koruzo, še posebno v nekaterih regijah Afrike (Balagopalan, 2002, cit. po 
Morandini, 2010). Rastlina zraste tudi do 3 metre visoko, v zemlji pa ima krompirju 
podobne gomolje, ki so bogati s škrobom, beljakovinami in vodo. Vendar pa vsi deli, razen 
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semena maniok, vsebujejo cianogena glikozida linamarin in lotaustralin, ki ob zaužitju 
povzročata nevrološka obolenja, hipertiriodizem in druge okvare živcev. Zastrupitve z 
manioko so dokaj pogoste, saj je treba gomolje pred zaužitjem pravilno procesirati. 
Linamarin in litoustralin zaradi mehanske obdelave razpadeta na aceton cianohidrin in 
glukozo, katerega encim HNL in visoka temperatura razgradita do vodikovega cianida, ki 
nato izhlapi, ter AK cistein. Problem pa je, da je v gomolju zelo malo encima HNL in zato 
cianohidrid ne razpade, oziroma razpada zelo počasi.  
 
Z RNAi postopki so se zadeve lotili z dvema pristopoma (Gallo in sod., 2009). Povečali so 
sintezo HNL encima z vstavitvijo cDNA konstrukta ali pa zmanjšali izražanje dveh genov, 
ki kodirata cianogene glikozide. Analize so pokazale večjo vsebnost in aktivnost HNL 
encima, kar pomeni da je proces razgradnje cianoglikozidov potekal veliko hitreje. Raven 
cianogenih glikozidov jim je uspelo zmanjšati z utišanjem dveh genov, vendar so rastline 
imele težave v rasti, imele so nizko vsebnost AK, nekatere pa so tudi odmrle. Nadaljnje 
študije bodo usmerjene na zmanjšanje cianogenih glikozidov z njihovim preusmerjanjem iz 
zalog do sinteze AK in proteinov. 
 
 
6.8  UTIŠANJE MONOOKSIGENAZNEGA GENA V Helicoverpa armigera, 
POSREDOVANO Z RASTLINO BOMBAŽEVCA 
Bombaževec (Gossypium hirsutum) je že desetletja pomembna rastlina za predelavo širom 
po svetu. Iz nje pridelujejo bombaž, ki se uporablja v tekstilni industriji. Kot vse druge 
rastline pa ima tudi bombaževec naravne sovražnike. H. armigera je splošno razširjen 
metulj, ki je pogosto kriv za veliko izgubo pridelka. Pri redni uporabi insekticidov se 
nevarnost za izgubo pridelka zmanjša, vendar se tu pojavljajo drugi problemi, in sicer 
razvoj odpornosti na insekticide in pretirano onesnaževanje okolja (Gahan in sod., 2001). 
Iz teh razlogov se za nadzor pridelka iščejo novi pristopi. 
 
Bombaževec proizvaja metabolit gossypol, ki je naravni insekticid in zavira rast in razvoj 
larve (Mao in sod., 2007). Vendar ob prisotnosti encima monooksigenaze, ki ga proizvaja 
larva oz. bombažni molj, lahko larva gossypol tolerira in njena rast ni ovirana. V rastlino 
bombaževca so z A. tumefaciens vstavili dsRNA, specifično za gen, ki kodira 
monooksigenazo. dsRNA v bombaževcu ni imela efektov, vendar je v začetku hranjenja 
molja z rastlino molj sprejel dsRNA, ki je nato sprožila proces RNA interferenco in 
posledično inhibirala encim monooksigenazo. Gossypol je zato lahko deloval nemoteno in 
kot rezultat njegovega delovanja je bila rast larv ustavljena. 
 
6.9 IZLOČITEV ALERGENOV ARAŠIDOVCA 
Arašidovec je marsikje po svetu priljubljena rastlina, gojena predvsem zaradi njenih 
jedilnih semen, imenovanih arašidi, pogosto tudi zemeljski oreščki. Najbolj priljubljeni so 
praženi in soljeni ter v obliki namaza. Vsebujejo veliko beljakovin, antioksidantov in 
organizmu prijazne, nenasičene maščobne kisline, a pri praženju in soljenju arašidi 
izgubijo svoje koristne lastnosti. Poleg tega, da arašidi spadajo med najbolj priljubljene 
prigrizke, spadajo tudi med najpogostejše in najmočnejše alergene. Arašidi so med alergeni 
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najpogostejši povzročitelji anafilaktičnega šoka, ki lahko vodi tudi v smrt (Lee in Burks, 
2006). Raziskovalci so odkrili, da je na arašide alergičnih kar 15 milijonov Američanov. 
Vsebujejo veliko alergenih proteinov, med njimi so glavni trije Ara h 1, 2 in 3.  
 
Raziskovalcem je z RNAi postopki uspelo utišati gene, ki kodirajo glavne 3 Ara proteine 
(Dodo in sod., 2007). Utišanje je bilo pri nekaterih linijah bolj in pri drugih manj uspešno. 
Transformacijo so izvedli z A. tumefaciens, z Ara h/RNAi konstruktom pod kontrolo 
CaMV 35 S promotorja. Ena izmed linij je kazala popolno odsotnost Ara h 2 in Ara h 3 
proteina. V povprečju so imeli transgeni arašidi malo nižji pridelek od divjega tipa. 
Uspešnost utišanja gena je bila potrjena na genotipskem in fenotipskem nivoju rastline in z 
ustreznimi molekulskimi ter biokemijskimi analizami. Problem pa je, da je konstrukt v 
nekaj primerih deloval tudi na druge proteine (oleosin 1, aglutinin) in da imajo odsotni 
proteini tudi druge pomembne funkcije, med njimi obrambno funkcijo proti škodljivcem in 
plesni Aspergillus flavus, ki močno ogroža pridelavo oreškov (Dodo in sod., 2007). Zato so 
se tukaj pojavili novi problemi. Za izboljšavo transgenih linij bodo potrebne še dodatne 
študije in pristopi, s katerimi lahko delujemo na proteine arašidovca bolj specifično. 
 
6.10 KAVOVEC Z ZMANJŠANO VSEBNOSTJO KOFEINA 
Kavovec (Coffea arabica) je drevo ali polgrm, ki izvira iz Etiopije. Iz njegovih semen 
pridobivajo kavo, ki je zaradi vsebnosti kofeina znana in priljubljena poživilna pijača po 
vsem svetu. Vendar pa kofein marsikomu povzroča nevšečnosti, kot so zvišan krvni tlak, 
nespečnost, nemir ter prehitro in neenakomerno bitje srca. Kava je priljubljena pijača tudi 
zaradi okusa, zato so učinki kofeina številnim posameznikom odveč. Nižanje vrednosti 
kofeina iz zrn v sodobnem svetu poteka s procesi dekofeinizacije. Uspešen primer znižanja 
vsebnosti kofeina je znanstvenikom uspelo izvesti tudi s postopki RNAi (Ogita in sod., 
2003). V biosintezi kofeina sodelujeta encima teobromin sintaza in kofein sintaza, ki 
intermediat ksantozin pretvarjata v poživljajoči spojini kofein in teobromin. Z RNAi 
tehnologijo jim je z represijo izražanja teobromin sintaznega gena v številnih poskusnih 
transgenih linijah uspelo vsebnost kofeina znižati v najboljšem primeru za več kot 70%. 
 
6.11 KORENJE Z MANJŠO VSEBNOSTJO ALERGENA  
Korenje (Daucus carota) je rastlina iz družine kobulnic z užitnimi oranžnimi podzemnimi 
gomolji. Priljubljen je predvsem zaradi visoke vsebnosti β-karotena, vitamina A in drugih 
rudnin. Številni posamezniki pa so nanj alergični, saj vsebuje alergena proteina Dau c 1 in 
2. Z RNAi postopki so uspešno utišali njihovo izražanje (Peters in sod., 2011). Rast 
transgenih linij je bila normalna in nedeformirana. Odsotnost oziroma zmanjšana vsebnost 
alergenov je bila preverjena s kožnim testom pri prostovoljcih z alergijo. Alergijskega 
odziva ni bilo ali pa je bil zelo blag. Vendar pa utišana proteina spadata v skupino 
proteinov PR 10 (ang. pathogenesis-related 10), zato je bila z njihovim utišanjem 
zmanjšana tudi obramba rastline pred patogenimi organizmi.  
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6.12 ČEBULA, KI NE SOLZI 
Čebula (Allium cepa) je priljubljena rastlina s široko uporabo v prehrani. Spada v družino 
lukovk. Del rastline, ki je uporaben v prehrani, je podzemna čebulica, ki jo gradijo 
luskolisti. Pri rezanju čebule določene snovi v njej moteče dražijo dihala in oči, ki se nam 
zato začnejo solziti. Razlog za draženje in solzenje so različni žveplovi sekundarni 
metaboliti. Ko se celice poškodujejo, se najprej sprostijo encimi alinaze, ki začnejo 
razgrajevati AK žveplove okside. Ti se zaradi encima LFS (lekrimatornih faktorjev 
sintaza) spremenijo v nadaljnje dražljive žveplene spojine, ki dražijo oči ter dihala. V 
rastlinske celice so vnašali RNAi konstrukt za utišanje izražanja LFS gena, da bi delno 
prekinili metabolno pot žveplovih spojin v čebuli (Kamoi,  2008). Poskus je bil uspešen, 
saj se zaradi pomanjkanja encima LFS dražljive žveplove spojine niso tvorile. Test 
encimske aktivnosti je bil preverjen z Western analizo in je pokazal, da so imele transgene 
rastline pri šestih linijah znižano LFS aktivnost za več kot 40-kratno vrednost. S tem so 
dosegli tudi višjo vrednost zdravju koristnih žveplovih spojin v čebuli, saj razgradnja 
zaradi odsotnosti encima ni potekala naprej. 
 
7 NOVEJŠE METODE ZA GENOMSKO PREUREJANJE 
RNAi metoda se uporablja že dalj časa, vendar jo vedno bolj izpodrivajo novejše in 
učinkovitejše metode. V uporabi so še DNA vezavni proteini TALEN, ZFN in 
meganukleaze. Najobetavnejša pa je obenem najnovejša metoda CRISPR/Cas9.  Vse, kar 
so uspeli narediti z RNAi postopki v prej opisanih primerih, bodo sedaj z manj truda, z 
večjo natančnostjo in uspešneje zmožni narediti s TALEN, ZFN in predvsem s CRISPR 
metodo. V prihodnosti lahko pričakujemo prevzem novejših biotehnoloških metod, zlasti 
CRISPR/Cas9 metode. Primerov izločitve nezaželenih snovi z metodami izzvane tarčne 
mutageneze še ni veliko, obstaja pa že kar nekaj uspešnih primerov tarčne mutageneze, ki 
sem jih navedel kot dokaz njihove učinkovitosti ter uspešnosti. 
 
7.1 PRIMERI Z ZFN METODO 
Kot je bilo že prej omenjeno, tehnologija cinkovih prstov temelji na kloniranih nukleazah, 
ki cepijo poljubni del DNA. Kljub nekaterim slabostim se je izkazala kot uporabna tehnika 
za tarčno mutagenezo genov pri precej velikem številu organizmov. Prva uspešna tarčna 
mutageneza je bila izvedena leta 2002 (Bibikova in sod., cit. po Subburaj, 2016). V 
prihajajočih letih se je uporaba zaradi sorazmeroma dobre učinkovitosti v številnih 
poskusih še povečala. Shukli in sod. (2009) je uspelo narediti insercijo PAT gena 
(fosfinotricin-acetil transferaza) na IPK1 lokus pri koruzi. S tem je bila dosežena 
herbicidna odpornost in zmanjšana fitazna aktivnost koruze (cit. po Subburaj, 2016). V 
oljni ogrščici je bila znižana količina maščobnih kislin v semenih (Gupta in sod., 2012, cit. 
po Subburaj, 2016). Ciljali so na gen, ki je maščobno kislinski elongacijski encim (KAS2). 
Kot rezultat je bila spremenjena količina nasičenih maščobnih kislin, več je bilo tudi krajše 
verižnih. Pri tobaku sta poznana dva uspešna primera tarčne mutageneze. Modifikacija 
acetolaktaznega gena je privedla do njegove herbicidne odpornosti (Townsend in sod., 
2009, cit. po Subburaj, 2016), v drugem poskusu pa so uspeli inhibirati replikacijo virusov 
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v rastlini in povečati odpornost na njih z modifikacijo AC1 gena (Chen in sod., 2014, cit. 
po Subburaj, 2016). 
7.2 PRIMERI S TALEN METODO 
TALEN metoda temelji na kloniranih restrikcijskih endonukleazah, ki so jih najprej odkrili 
pri bakterijah, mogoče pa jih je preurediti v specifične DNA vezavne proteine, s katerimi 
lahko cepimo specifični del DNA. TALEN tehnologija je bila uspešno uporabljena na 
številnih organizmih (cit. po Subburaj, 2016). Pri pšenici so z modifikacijo lokusa za 
odpornost na plesen (TaMLO) dosegli odpornost na pepelaste plesni (Wang in sod., 2011). 
Odpornost na bakterijsko snet so dosegli pri rižu z modifikacijo gena, ki je odgovoren za 
dovzetnost za bolezni sneti (Li in sod., 2012). Koruzi so zmanjšali količino 
epikutikularnega voska na listih z modifikacijo glossy2 lokusa (Char in sod., 2015). 
Genske modifikacije so uspeli narediti še pri paradižniku in krompirju (Sawai in sod., 
2014; Lor in sod., 2014), soji (Haun in sod., 2014), tobaku (Luo in sod., 2015) in prav tako 
pri nekaterih živalih ter ljudeh (Sanders in sod., 2011; Hockemeyer in sod., 2011). Izmed 
primerov sem izbral dva najodmevnejša ter jih na kratko opisal. 
7.2.1 Izboljšanje hladnega skladiščenja krompirja z genskim izbijanjem 
Krompir je tretja najpomembnejša poljščina na svetu. Po pričanju statističnih podatkov iz 
leta 2013 znaša svetovna pridelava okrog 370 milijonov ton (Bianchi in sod., 2014). Ker 
krompir pobiramo samo enkrat letno, ga je zato treba čim dlje skladiščiti na hladnem, da 
zalog ne zmanjka do naslednjega leta. Hladno skladiščenje krompirja podaljša in izboljša 
njegovo življenjsko dobo po spravilu. Problem pa je, da hladna temperatura stimulira 
kopičenje sladkorjev v gomoljih krompirja. Pri procesiranju krompirja z visoko 
temperaturo nastali sladkorji reagirajo z aminokislinami (asparagin), kar je razlog za rjavo 
barvo in grenek okus. Nastaja pa tudi akrilamid, ki velja za kancerogeno spojino (Grob in 
sod., 2007). Problem so že reševali s tehnologijo RNAi, s katero so skušali utišati izražanje 
gena vakuolne invertaze (Bhaskar in sod., 2010). Ta gen kodira protein, ki razgradi 
saharozo do glukoze in fruktoze. Zaradi slabe uspešnosti z RNAi postopki, so se zadeve 
lotili tudi z metodo TALEN (Clasen in sod., 2014). Izbrali so kultivar Ranger Russet, ki se 
največ uporablja za cvrtje. Po sekvenciranju gena Vinv so skonstruirali TALEN, ki se 
ujema z omenjenim genom in ga vnesli v protoplaste rastlin s pomočjo PEG (polietilen 
glikol). Iz njih so nato na gojišču vzgojili rastline, iz katerih so vzeli vzorce DNA za 
genotipizacijo. Izolirali so 18 rastlin, ki so imele mutacijo na vsaj enem Vinv alelu, 5 rastlin 
pa je imelo mutacijo na vseh treh alelih. Pri gomoljih z mutacijo so s HPLC ugotavljali 
vsebnost saharoze, fruktoze in glukoze. Rezultati so pokazali večjo vsebnost saharoze in 
manjšo vsebnost glukoze in fruktoze v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Po cvrtju so imeli 
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7.2.2 Soja z večjo vsebnostjo oleinske kisline 
Soja vsebuje približno 20 % enkrat nasičenih maščobnih kislin, kar je dosti manj kot olive 
(75 %) in canola (61 %). FAD2 (maščobno kislinska dezaturaza) geni so odgovorni za 
stopnjo enkrat nasičenih maščobnih kislin (oleinska kislina) v olju ter vegetativnem tkivu, 
ker katalizirajo spremembo enkrat nasičenih maščobnih kislin v večkrat nasičene 
maščobne kisline (linolenska kislina). Z namenom, da bi povečali vsebnost 
mononenasičenih maščobnih kislin, so ciljali na FAD2 gene in za njih skonstruirali 
specifični TALEN konstrukt (Stoddard in sod., 2014). Plazmidni vektor je bil v polovičke 
semen soje vnešen z A. rhizogenes. Iz njih so vzgojili 19 rastlin in štiri od njih so imele 
mutacijo na vseh FAD2 genih. Rastline so bile samooprašene. Sledilo je določevanje 
mutacij v semenih prve generacije in analiza maščobnih kislin. Poskus je bil uspešen, saj 
so ugotovili, da se je mutacija prenesla na naslednjo generacijo. Prav tako se je spremenila 
vsebnost maščobnih kislin. Oleinske kisline je bilo 80 % (20 % v divjem tipu), linolenska 
kislina pa je padla na okoli 4 % (50 % pri divjem tipu).  
 
 
7.3 PRIMERI S CRISPR/Cas9 METODO 
CRISPR/Cas9 metoda je najnovejša metoda za genomsko preurejanje in velja tudi za 
najbolj učinkovito. Za razliko od ZFN in TALEN metod lahko Cas9 encim deluje kot 
monomer (za delovanje zadostuje en gRNA-Cas9 kompleks). CRISPR tehnologija nam 
ponuja tudi možnost aktivacije ter represije genov ter hkratnega izločanja, kjer lahko 
manipuliramo tudi z večjim številom genov hkrati. Nezaželenih mutacij je manj (ponavadi 
variirajo glede na neusklajenost pri prepoznavi PAM sekvence). Ta metoda je tudi veliko 
cenejša, fleksibilnejša in hitrejša od prej opisanih RNAi, ZFN in TALEN, predvsem pa je 
njena aplikacija manj zahtevna. Kar je bilo prej doseženo z drugimi biotehnološkimi 
metodami v enem mesecu ali celo enem letu, je s CRISPR metodo lahko doseženo v roku 
enega tedna. Zaradi omenjenih dobrih lastnosti je njena uporaba vse bolj pogosta tudi v 
biotehnologiji in agronomiji. 
  
CRISPR/Cas9 tehnologija je bila na pšenici uporabljena za modifikacijo gena za odpornost 
proti plesni (Wang in sod., 2016, cit. po Subburaj, 2016). Pri rižu so dosegli odpornost na 
bakterijsko snet (Jiang in sod., 2013, cit. po Subburaj, 2016), pri tobaku pa izboljšali 
virusno odpornost na dva najpogostejša virusa (Tobacco curly shoot virus in beet severe 
curly top virus), (Ali in sod., 2015, cit. po Subburaj, 2016). CRISPR/Cas9 je bila 
uporabljena pri zelju za prekinitev giberelinske biosintezne metabolne poti (gen GA4), s 
čimer so dosegli pol-pritlikavo rast rastlin (Lawrenson in sod., 2015, cit. po Subburaj, 
2016). Pri koruzi so mutirali pet različnih regij v genomu hkrati (Sergei in sod., 2015, cit. 
po Subburaj, 2016). Med njimi je največ zanimanja vzbudila mutacija genov ALS 
(acetolaktat sintaza), saj je koruza posledično postala odporna na Sulfonilurea herbicide. 
Pri drugi študiji so mutirali gen Zmb7. Izguba funkcije tega gena je povzročila popolnoma 
albino rastline (Lu in sod., 2012, cit. po Subburaj, 2016). Tehnologija je bila uporabljena še 
pri paradižniku (Brooks in sod., 2014, cit. po Subburaj, 2016), solati (Woo in sod., 2015, 
cit. po Subburaj, 2016), Arabidopsis thaliana (Ji in sod., 2015, cit. po Subburaj, 2016), in 
soji (Li in sod., 2016, cit. po Subburaj, 2016).  
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Cilj diplomskega dela je bilo pregledati dosežke izločanja nezaželenih snovi v kmetijskih 
rastlinah, z biotehnološkimi postopki. Iz področja izločitve nezaželenih substanc z 
mutacijam in križanjem, sta bila podana primera nealergenega arašida in jabolka. Vendar 
pa se te metode zaradi njihovih slabosti počasi opuščajo, delno pa jih nadomeščajo 
biotehnološke metode. Z RNAi postopki je bil uspeh izločanja nezaželenih snovi kar 
dober, vendar se je marsikje pojavila nova težava, zato so se nekateri poskusi ustavili že pri 
rasti. Pri izločanju alergenov mora biti ta odstranjen popolnoma, saj v večini primerov 
zmanjšana količina zaradi alergijskega odziva pri alergikih ne zadošča. Proteini, ki so 
alergeni, so lahko pomembni za določeno biosintezno pot, ki jo z utišanjem izražanja 
prekinemo (v primeru manioke). Lahko imajo obrambno funkcijo proti boleznim (primer 
nealergenega arašida in korenja). V nekaterih primerih so bile zaradi utišanja izražanja 
nekaterih genov motene nekatere fiziološke funkcije, kot so rast in tvorba vegetativnih tkiv 
(primer nealergenega riža, manioke in pšenice). Tu rešitev iščemo v preoblikovanju 
proteina na način, da se spremeni le domena ki povzroča alergijo, osnovna funkcija 
proteina pa se ohrani. S poskusi je bila ponekod ugotovljena tudi slabša specifičnost RNAi 
metode. V ponovljenih poskusih pri primeru nealergenega arašida in pšenice, je isti RNAi 
konstrukt na rastlinski proteom deloval razično. Tukaj bi bil poskus uspešnejši z eno izmed 
metod za izzvano tarčno mutagenezo z bolj specifičnim delovanjem. S tehnologijo TALEN 
so uspešno zmanjšali nastanek akrilamida pri krompirju, kar so neuspešno probali narediti 
tudi s tehnologijo RNAi. V primerih tarčne mutageneze z novejšimi tehnologijami, je bilo 
nezaželenih in netarčni mutacij manj. Nove tehnologije, zlasti CRISPR/Cas9 pa nam 
ponujajo tudi možnost aktivacije in represije genov, ter hkratnega izločanja večjega števila 
genov. V prihodnosti na področju biotehnologije in agronomije pričakujemo porast 
uporabe biotehnoloških metod z izzvano tarčno mutagenezo in menimo, da bodo 
nadomestile tehnologijo RNAi. 
 
Za neuspešne poskuse so za dosego cilja potrebne še nadaljne študije in drugačni pristopi. 
Uspešni poskusi pa čakajo na odobritev in boljši sprejem GSO s strani javnosti ter 
zakonodaje. Tukaj se pojavijo številni problemi, predvsem zaradi odklonilnega javnega 
mnenja o GSO, ki mnogim sprožajo dvome, strahove in skrbi in so zato predmet številnih 
diskusij. Mnoge skrbi, da bodo GS rastline postale nekontroliran superplevel, da se bodo 
geni prenesli na druge rastline v naravi in povzročile kaos, da so ravno GSO poljščine 
glavni razlog za porast alergij in da bodo škodljive posledice biotehnološkega poseganja v 
naravo vidne šele čez nekaj desetletij. Genski inženiring je za marsikoga tudi moralno 
sporen in neetičen. Zadevo pa je potrebno gledati z dveh zornih kotov. Zagovorniki GSO v 
njih definitivno vidijo pozitivne stvari in rešitve. Problem je tudi, da je širša javnost 
premalo seznanjena in informirana o GSO in tudi tisti, ki so odgovorni za informiranje in 
negativno tolmačenje v raznih nevladnih organizacijah, redko poznajo osnove 
biotehnologije.Menim, da je strah pred tem, da bi genske modifikacije in vnos genov v 
rastline povzročile kakršnekoli nevšečnosti, kot so alergije in drugo, neutemeljen. Na GSO 
se naredi daleč največ študij in poskusov, preden so sprejeti in njihova prodaja dovoljena 
na tržišču. Insercija dobro karakterizirane transgene kasete ali tarčna mutageneza 
specifičnega gena bo manj verjetneje povečala možnost nastanka novega alergenega 
proteina v primerjavi s tradicionalnim žlahtnjenjem s križanjem in mutacijami, kjer 
nastajajo naključne mutacije, delecije in translokacije genov. Pri rastlinah, ki so bile 
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ustvarjene z metodo naključnih mutacij z obsevanjem, je na transkriptomu najdenih veliko 
več sprememb, kot pa v primeru transgenih linij. Zato so bile v Evropi ustanovljene 
nacionalne regulatorne agencije s strokovnjaki, ki vrednotijo posamezne tehnologije in 
produkte. Med slednje sodijo tudi tehnologije, ki so bile v diplomski nalogi predstavljene.  
 
Vsaka inovacija in tehnologija s časom najde svoje mesto glede na svoje pozitivne in 
negativne lastnosti. Menim, da se bo enako zgodilo tudi s tehnologijam, ki so bile 
predstavljene, saj bodo znanstveniki in ljudje pri njih ugotovili vedno več ali koristnih ali 
pa slabih lastnosti. Da bomo videli, kaj od tega bo prevladalo, bomo morali počakati še kar 
nekaj let. Smer in potencial biotehnoloških ter agronomskih študij v prihodnosti bosta 
zagotovo v največji meri odvisna od odobravanja njunih produktov pri potrošnikih. 
Vsekakor pa je potrebno še naprej raziskovati obe plati GSO in znanstveno preučevati 





Agrawal N., Dasaradhi P. V. N., Mohmmed A., Malhotra P., Bhatnagar R. K., Mukherjee 
S. K. 2003. RNA interference: biology, mechanism, and application. Microbiology and 
Molecular Biology Reviews, 67: 657-685 
Altenbach S. B., Tanaka C. K. Allen P. V. 2013. Quantitative proteomic analysis of wheat 
grain proteins reveals differential effects of silencing of omega-5 gliadin genes in 
transgenic lines, Journal of Cereal Science, 59: 118-125 
Barrangou R., Fremaux C., Deveau H., Richards M., Boyaval P., Moineau S., Romero 
D.A., Horvath P. 2007. CRISPR provides acquired resistance against viruses in 
prokaryotes. Science, 315: 1709–1712 
Belhaj K., Garcia A. C., Kamoun S., Patron N. J., Nekrasov V. 2015. Editing plant 
genomes with CRISPR/Cas9. Plant Biotechnology, 32: 76-84 
Bhalla L. P., Swoboda I., Singh B. M. 1999. Antisense-mediated silencing of a gene 
encoding a major ryegrass pollen allergen. Plant Biology, 96: 11676-11680 
Bhalla P. L., Singh M. B. 2004. Knocking out expression of plant allergen genes. Methods, 
32: 340-345 
Bhaskar P. B., Wu L., Busse J. S., Whitty B. R., Hamernik A. J., Jansky S. H., Buell C. R., 
Bethke P. C., Jiang J. 2010. Suppression of the vacuolar invertase gene prevents cold-
induced sweetening in potato. Plant Physiology, 154: 939-948 
Bianchi G., Scalzo R. L., Testoni A., Maestrelli A. 2014. Nondestructive 
 analysis to monitor potato quality during cold storage, Jurnal of Food Quality, 37: 9–17 
Boch J., Bonas U. 2010. Xanthomonas AvrBs3 family-type III effectors: Discovery and 
Function, 48: 419-436 
Carroll D., 2011. Genome editing with zinc-finger nucleases. Genetics, 188: 773-782 
Čufer S. Izločanje nezaželenih snovi v kmetijskih rastlinah z biotehnološkimi postopki.                            




Cabanos S. Cerrone, Katayama H., Urabe H., Kuwata C., Murota Y., Abe T., Okumoto Y., 
Maruyama N. 2011. Heavy-ion beam irradiation is an effective technique for reducing 
major allergens in peanut seeds. Molecular Breeding, 30: 1037-1044 
Clasen B. M. Stoddard T. J., Luo S., Demorest Z. L., Li J., Cedrone F., Tilebebu R., 
Davison S., Ray E. E. Daulhac A., Coffman A., Yabandith A., Retterath A., Haun W., 
Baltes N. J., Mathis L., Voytas D. F., Zhang F. 2016. Improving cold storage and 
processing traits in potato through targeted gene knockout. Plant Biotechnology Jurnal, 
14: 169-176 
Curtin S. J., Voytas D. F., Stupar R. M. 2012. Genome engeneering of crops with designer 
nucleases. The Plant Genome, 5, 2: 42-50 
Curay C. J., Oreilly M., Kohn B. D., Cannon M., Bao G., Bushman D. F., Carroll D., 
Cathomen T., Joung K. J., Roth D., Sadelain M., Schranberg M. A., Kalle V. K., Zhang 
F., Jambou R., Rosenthal E., Hassani M., Singh A., Porteus  M. H. 2014. Genome 
editing technologies: Defining a path to clinic. Molecular Therapy, 23: 1-12 
Durai S., Mani M., Kandavelou K., Wu J., Porteus H. M., Chandrasegaran S. 2005. Zinc 
finger nucleases: custom-designed molecular scissors for genome engineering of plant 
and mammalian cells. Nucelic Acids Research, 33, 18: 5978-5990 
Dodo H.W., Konan K. N., Chen F. C., Egnin M., Viquez O. M. 2007. Alleviating peanut 
allergy using genetic engineering: the silencing of the immunodominant allergen Ara h 
2 leads to its significant reduction and a decrease in peanut allergenicity. Plant 
Biotechnology, 6: 135–145 
 
Elbashir S. M., W Lendeckel, Tuschl T.2001. RNA interference is mediated by 21- and 22-
nucleotide RNAs. Genes and Development,15:188–200 
Fire A. 1999. RNA triggered gene silencing. Trends in Genetics, 15: 358–363 
Fonfara I., Curth U., Pingoud A., Wende W. 2012. Creating highly specific nucleases by 
fusion of active restriction endonucleases and catalytically inactive homing 
endonucleases. Nucleic Acids Reasearch, 40, 2: 847-860 
Feng, C., Yuan, J., Wang, R., Liu, Y., Birchler, J.A., Han, F. 2015. Efficient Targeted 
Genome Modification in Maize Using CRISPR/Cas9 System. Journal of Genetics and 
Genomics, 43, 1: 37-43 
Gahan L. J., Gould F., Heckel D. G. 2001. Identification of a gene associated with Bt 
 resistance in Heliothis virescens. Science, 293: 857–860 
Gaj T., Garsbach C. A., Barbas C. F. 2013. ZFN, TALEN and CRISPR/Cas9-based 
methods for genome engeneering. Trends in Biotechnology, 31: 397-405 
Gallo M., Sayre R. 2009. Removing allergens and reducing toxins from food crops. Curent 
Opinion in Biotechnology, 20: 191-196 
Genecopoeia, Genome-TALER, TALEN and TALE-TF products and services. 
 http://www.genecopoeia.com/tech/talen-tal-effector-2/ (december, 2016) 
Gil-Humanes J., Piston F., Hernando A., Alvarez B. J., Shewry R. P., Barro F. 2008. 
Silencing of γ-gliadins by RNA interference (RNAi) in bread wheat. Jurnal of Cereal 
Science, 48: 565-568 
Čufer S. Izločanje nezaželenih snovi v kmetijskih rastlinah z biotehnološkimi postopki.                            




Grob K. 2007. Options for legal measures to reduce acrylamide contents in the 
 most relevant foods. Food Additives & Contaminants, 24: 71–81 
Kamoi T. 2008. Devoloping an optimal method for producing a tearless onion. Thesis. 
Lincoln University: 142str.  
 https://hdl.handle.net/10182/1008 (julij, 2017) 
Kim H. D., Rossi J. J. 2008. RNAi mechanisms and applications. Biotechniques, 44, 5: 
613-616 
Lee L. A., Burks A. W. 2006. Food allergies: prevalence, molecular characterization, and 
treatment/prevention strategies. Annual Review of Nutrition, 26: 539-65 
Le L. Q., Mahler V., Lorenz Y., Scheurer S., Biemelt S., Vietsh S., Sonnewald U. 2006. 
Reduced allergenicity of tomato fruits harvested from Lyc e 1-sielenced transgenic 
tomato plants. Jurnal of Allergy and Clinical Immunology, 118, 5: 1176-1183 
 
Labomics. Products. Zinc finger nucleases (ZFN). 
http://labomics.com/media/catalog/product/cache/1/image/9df78eab33525d08d6e5fb8d
27136e95/a/c/acc66a9dc079253d4dbf5afb6324669c_1.jpg (februar, 2017) 
Lorenz Y., Erique E., Lequynh L., Fotisch K., retzek M., Biemelt S., Sonnewad U., Vieths 
S., Scheurer S. 2006. Skin prick tests reaveal stable and haritable reduction of allergenic 
potency of gene-silenced tomato fruits. Food Allergy, Anaphylaxis, Dermatology, and 
Drug Allergy, 118: 711-8 
Liu S., Chen G., Yang L., Gai J., Zhu Y. 2013. Production of transgenic to eliminate the 
major allergen Gly m Bd 30K by RNA interference-mediated gene silencing. Pure and 
Applied Microbiology, 7: 589-599 
Li Z., Liu Z., Xing., Moon B., Koelhoffer, Huang L., Ward R. T., Clifton E., Falco S. C., 
Cigan A. M. 2016. Cas9-guide RNA direct genome editing in soybean. Plant 
Physiology, 169: 960-970 
Luthar Z., 2016, Sinteza encima β-glukozidaze v semenih transgenega riža za nadomestno 
zdravljenje dedne Gaucherjeve bolezni. Biotehnika, 6: 20-28 
Mao Y., Cai W., Wang J., Hong G., Tao X., Wang L., Huang Y., Chen Y. 2007. Silencing 
a cotton bollworm P450 monooxygenase gene by plant-mediated RNAi impairs larval 
tolerance of gossypol. Nature Biotechnology, 25: 1307-1313 
Moose P. S., Mumm R. H. 2008. Molecular plant breeding as the foundation for 21st 
century crop improvement. Plant Physiology, 147: 969-977 
Wakasa Y., Hirano K., Urisu A., Matsuda T., Takaiwa F. 2011. Generation of transgenic 
rice lines with reduced content of multiple potential allergens usign a null mutant in 
combination with an RNA silencing method. Plant Cell Physiology, 52, 12: 2190-2199 
Morandini P. 2010. Inactivation of allergens and toxins. New Biotechnology, 27: 482-493 
Rommens M. Caius 2007. Intragenic crop improvement: Combining the benefits, Breeding 
and genetic engeneering, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55: 4281-4288 
Čufer S. Izločanje nezaželenih snovi v kmetijskih rastlinah z biotehnološkimi postopki.                            




Rogniaux H., Pavlovic M., Lupi R., Lollier V., Joint M., Mameri H., Denery S., Larre L. 
2015. Allergen relative abundance in several wheat varieties as revealed via a targeted 
wuantitative approach using MS. Proteomics, 15: 1736-1745 
Paulus E. K., Schmid B., Zajic D., Schafer A., Mahler V, Uwe S. 2012. Hypoallergenic 
profilin – a new way to identify allergenic determinants. FEBS Journal, 279: 2727-2736 
Peters S, Imani J, Mahler V, Foetisch K, Kaul S, Paulus KE, Scheurer S, Vieths S., Kogel 
K. H. 2011. Dau c 1.01 and Dau c 1.02-silenced transgenic carrot plants show 
reducedallergenicity to patients with carrot allergy. Transgenic Researches, 20: 547-56 
Pennisi E. 2013. The CRISPR craze, 2 014. Science, 341. 
 http://labiotech.eu/wp-content/uploads/2015/01/CRISPR-fig2.jpg (december, 2016) 
Schenk M. F. 2008. Birch pollen allergy: molecular characterization and hypoallergenic 
products. Dissertation. Wageningen University: 192str 
Singh M. B., Bhalla P. L., 2008. Genetic engineering for removing food allergens from 
plants. Trends in Plant Science, 13, 6: 257-260 
Shewry P. R., Tatham A. S., Halford N. G. 2001. Genetic modification and plant food 
allergens: risks and benefits. Journal of Chromatohraphy, 756: 327-335 
Shrinsky, cit. po Glossary of nanotechnology and related terms. 
http://eng.thesaurus.rusnano.com/upload/iblock/775/RNA-interference_1.jpg 
(december, 2016) 
Stoddard T., Voytas F. D., Mathis L., Zhang F. 2014. Creation of high oleic soybean oil 
via targeted mutagenesis of FAD2 gene family. ISB News Report, october, 1-7 
 http://www.isb.vt.edu/news/2014/Oct/StoddardVoytasMathisZhang.pdf 
Subburaj S., Tt L., Jin Y., Bae S., Seo P. J., Jung Y. J., Lee G. 2016. Targeted genome 
editing, an alternative tool for trait improvement in horticultural crops. Horticultire 
Environment and Biotechnology, 57, 6: 531-543 
Ogita S., Uefuji H., Yamaguchi Y., Koizumi N., Sano H. 2003. RNA interference: 
producing decaffeinated coffee plants. Nature, 423: 823 
UCL cancer institute.  
 https://www.ucl.ac.uk/cancer/research/scientific-facilities-and-services/cancer-
genomics-engineering-facility/images-cage/crispr-graphic (december, 2016) 
Wheatley L. M., Togias A. 2015. Clinical practice. Allergic rhinitis. The New England 
Journal of Medicine, 372, 5: 456–63 
Ye X., Al-Babili S., Klöti A., Zhang J., Lucca P.,Beyer P., Potrykus I. 2000. Engineering 
the provitamin A (beta-carotene) biosynthetic pathway into (carotenoid-free) rice 




Čufer S. Izločanje nezaželenih snovi v kmetijskih rastlinah z biotehnološkimi postopki.                            





Mentorju prof. dr. Borutu Bohancu se zahvaljujem za vso pomoč, napotke in strokovne 
nasvete pri pisanju diplomskega dela. 
Zahvaljujem se tudi lektorju, ter ostalim članom katedre in INDOKA, ki so kakorkoli 
pripomogli k nastanku in oblikovanju dela. 
